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背景
近年がんのメカニズム解明や診断・治療法開発では、エヒ。ジェネティクスにフォーカスした研
究が大きく注目されている。エヒ。ジェネティクスとは、 DNA のメチル化、ヒストンの修飾など、
DNA の塩基配列によらない後天的な遺伝情報の発現制御のことである口エピジェネティックな
修飾が起こる事によりがん抑制遺伝子の転写が抑制されると、がんが発生するとしづ機序が考え
られている。これまでウエスタンブロッティングや質量分析法、免疫染色を用いて、修飾ヒスト
ンを評価した研究が報告されている。本研究ではこれまでの報告を踏まえて、機能的に重要と思
われるヒストン H3 の Lys9 における修飾状況について検討した。現在がんの確定診断、予後予
測には病理学的検索が必須であることから、検討の方法として免疫染色法をベースとし、蛍光発
色の際に量子ドットを用いた。量子ドットは半導体物質を主成分とした新規蛍光物質である。従
来の有機蛍光物質に比べてはるかに明るく、耐光性がある。量子ドットの使用に加え、独自の画
像解析技術を用い、ヒストンの修飾レベルを高精度に定量化する方法の開発を行った。この方法
を用いて乳がん病理組織のヒストン修飾レベルの解析を試みた結果、従来の蛍光染色に比べ幅広
いレンジで修飾ヒストンのレベルを測定することが可能であった。
目的
本研究では、ヒト乳がん培養細胞を用いて、量子ドットによる免疫染色法の基盤技術開発を行
い、この技術を乳がん組織手術検体のホルマリン固定パラフィン包埋病理組織切片に応用した。
さらに画像解析方法を検討することで、ヒストン H3 の Lys9 のアセチル化およびメチル化を高
精度で測定する方法の確立を目的としたD
方法
ヒト乳がん培養細胞株として MCF7、 MDA-MB-231 、 KPL-4、 PAR1-KPL を用いた。ウエス
タンブロッティング、従来の蛍光色素 Cy3 を用いた免疫染色、及び量子ドットを用いた免疫染色
を行い、修飾ヒストンのレベルを比較した。
また、 2006年から 2010年までに東北大学病院で手術を施行した初発浸潤性乳管がん症例から、
細胞増殖マーカーであるKi67 と再発の有無に注目して 30 症例を抽出した。これらの症例に対し
て Cy3 を用いた免疫染色、および量子ドットを用いた免疫染色を行い、修飾ヒストンのレベルを
比較検討した。
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結果
ヒト乳がん培養細胞に対して免疫染色を行つたところ、 Cy3 でで、はヒストン H3Ly戸7羽s9 のメチル化
レべルを高感度で
アセチル化のレべルを高感度で、検出することに成功し、かつ定量的に幅広い範囲で測定すること
が可能で、あった。また乳がん組織手術検体における量子ドットを用いた免疫染色においても、従
来の蛍光染色に比べ感度や定量性が格段に強化され、幅広いレンジで修飾ヒストンのレベルを測
定することが可能となった。
考察
量子ドットを用いた免疫染色は、 Cy3 に比べ蛍光輝度や耐光性が優れていることから、ヒスト
ン H3Lys9 のメチル化のように修飾量が少ないと考えられる場合でも、培養細胞聞や病理組織標
本間の差を高精度に計測することができた。また量子ドットによる免疫染色は、メチル化、アセ
チル化に関わらず、従来の方法よりも広いレンジで修飾ヒストンを測定することが可能であっ
た。これらの理由として、量子ドットが Cy3 に比べ高輝度・高耐光性であること、また我々の蛍
光計測装置や画像解析方法により細胞や組織に存在する自家蛍光の影響を除くことができたこ
となどが挙げられる。これらの要因によって、ヒストンの修飾レベルを高精度に測定することが
可能となり、がん細胞同士の不均一性を評価することができたと考えられる。
結論
本研究では、半導体性物質を主成分とする新規蛍光粒子である量子ドットを用いた免疫染色法
とその蛍光画像解析法を開発することで、ヒストンの修飾レベルを高精度かつ定量的に計測し得
た。本手法ががんメカニズムのエヒ。ジェネティクス修飾機序の解明や、がん診断法開発に寄与す
ることが期待される。
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近年がんのメカニズム解明や診断・治療法開発では、エピジェネティクスが注目されている。エピジェネテ
ィクスとは、ヒストンのアセチル化、メチル化修飾などの DNA の塩基配列によらない後天的な遺伝情報の発
現制御である。エヒ。ジェネティックな修飾が起こる事によりがん抑制遺伝子の転写が抑制され、がんが発生す
るとし、う機序が考えられている。
これまでウエスタンブ司ロッティングや質量分析法、免疫染色を用いて修飾ヒストンを評価した研究が報告さ
れている。現在がんの確定診断、予後予測には病理学的検索が必須であることから、筆者は検討の方法として
免疫染色法をベースとした評価方法を用いているが、発色の際に量子ドットを用いている。量子ドットは半導
体物質を主成分とした新規蛍光物質であり、従来の有機蛍光物質に比べてはるかに明るく、耐光性がある。量
子ドットの使用に加え、独自の画像解析技術を用いることで、ヒストン修飾レベルを高精度に定量化する方法
の開発を行っている。なお量子ドットは従来の蛍光物質に比べて粒径が大きく、核内抗原であるヒストンの染
色には工夫が必要で、あったが、界面活性剤や蛋自分解酵素を用いて染色法を改良することで筆者はこれを解決
している。
ヒト乳がん培養細胞に対して行った量子ドットを用いた免疫染色では、修飾ヒストンレベルを高感度で、検出
することに成功し、かっ定量的に幅広い範囲で測定している。この理由として量子ドットが高輝度・高耐光性
であること、また蛍光計測装置や画像解析方法により自家蛍光の影響を除くことができたことが挙げられる。
乳がん組織手術検体における量子ドットを用いた免疫染色においても、従来の蛍光免疫染色に比べ感度や定
量性が格段に強化され、幅広いレンジで修飾ヒストンのレベルを測定することが可能で、あった。さらに
H3Lys9 のメチノレ化修飾量と予後との検討では、修飾量の多さと再発の危険性の関係性が示唆された。
本研究では、新規蛍光粒子である量子ドットを用いた免疫染色法に独自の画像解析法加えることで、ヒスト
ンの修飾レベノレを高精度かっ定量的に計測している。この手法は、がんをはじめとしたエヒ。ジェネティクス修
飾機序の解明や、診断法開発に寄与することが期待される。よって、本論文は博士(医学)の学位論文として
合格と認める。
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